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研究成果の概要（和文）： 
 イネが乾燥ストレスに応答して根系を発達させる現象の詳細な調査が可能な栽培方法を開発
した。乾燥および水を充分に与えた 3日目の植物体から mRNAを抽出してマイクロアレイを実施
し、発現が増大した 83個の、低下した 151個の遺伝子を明らかとした。この中には根の伸長に
伴う細胞壁の拡張に関与しているもの、植物ホルモンの代謝に関与する遺伝子などが多数含ま
れていた。これらの中で特に IAA 代謝に関する遺伝子の変動が大きく、IAA が中心的な働きを
していることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The culture method was revised for evaluating the response of rice to drought stress precisely.  
mRNAs were extracted from plants treated with drought and wet, and subjected to microarray to 
evaluate the differential expression during drought stress. 83 genes were up-regulated and 151 genes 
were down regulated with drought.  The genes related to phyto-hormones also fluctuated during the 
stress. Especially, genes related IAA metabolism were clearly fluctuating. IAA might be an important 
second messenger for root development under drought. 
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１．研究開始当初の背景 
 今後地球上の人口および－人当たりの活
動量が日々増大しており、それらが必要とす
る食糧を満たすための食糧増産の対策は急
務である。そのような状況に対処するために
は、半乾燥地とよばれる水分の供給が少なく
かつ安定しない、これまで農業不適とされて
いた地域での農業生産が必要とされている。
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さらには、地球環境は温暖化・乾燥化の危機
に曝されており、現在農業可能な地域の中に
も乾燥化し農業不適化することが予測され
ている場所も多くある。こういった環境での
農業生産を可能とするためには、これまでの
湿潤な環境に適して利用されてきた作物よ
りも、より乾燥した環境においても農業生産
を可能とするような機能を持った作物の開
発が求められている。 
 乾燥した環境で生育可能な植物は、（1）気
孔を閉じ、浸透圧を上げ、水分のロスを最小
限にする（乾燥耐性型）、また（2）根系を大
きく土中深く発達させ、土壌深部の水分を積
極的に獲得する（乾燥回避型）というような
対応をして、生命を維持し生育している。
我々はこれまでのパールミレット（強耐乾燥
性イネ科作物、主産地インド）およびテフ（強
耐乾燥性イネ科作物、エチオピア原産）を用
いた研究から、これらの植物が、強度の乾燥
環境下で栽培されると、主として(1)の機能
を発揮し、－方で、中程度の乾燥に曝された
場合には、主として（2）の機能を発揮して
いることを明らかにした。即ち前者の環境条
件下では生存を優先する体制に代謝を変化
させ、後者の条件下では、生存のみならず、
作物としての生産性をも推持していること
を明らかにした。 
 このことは、作物生産の限界的な環境であ
る半乾燥地では、少量ながら降雨があり地下
深部には水分が存在することから、（2）の機
能を発達させた作物を利用することによっ
て農業生産が可能であることを示している。
もちろん、地下深部の水分といえども有限で
あり、このような地域では降水期の高効率の
ウオーター・ハーベストなど農業土木的な地
下水涵養の施策は必須である。 
 
２．研究の目的 
 植物（作物）が乾燥条件で根系を発達させ
ることは良く知られている事実である。しか
し、実際にこれまで、そのような現象を定量
的に測定し、制御することは難しかった。そ
れは、根に対して、土壌中の水分が物理的お
よび化学的環境要素として働きかけるだけ
でなく、土壌中のその他の構成物質（粒子構
造などの物理的環境要素や、肥料等の化学的
環境要素）も働きかけていることによる。こ
のように複雑に環境要素が働きかけている
ことから、全体として根系の発達に関する実
験の再現性は低く、その制御は難しかった。 
 我々は、これまでパールミレット、テフ、
および、イネを利用して、これらの作物が乾
燥条に反応して根を発達させる様相を定量
的に測定できる実験方法を開発してきた（文
献 2、3、4）。これは、小型の根箱を利用し、
注意深く注水・栽培することで再現性良く根
の発達を観察・制御できるシステムである。
これを用いることで、多数の植物体を再現性
良く栽培することが可能となり、また多数の
試験区を設けることも可能となった。全体と
して乾燥条件を制御でき、乾燥に反応した植
物の根系の発達現象を再現性良く定量的に
とらえることを可能とした。 
 本研究計画では、この実験方法を駆使して、
乾燥に対応した根系の発達を制御している
遺伝子を明らかにしていくことと最終的な
目標としている。具体的には、（1）イネおよ
びテフの RILs 集団を利用して乾燥条件に反
応して根系を発達させる現象に関して QTL解
析を行い、この反応を制御している遺伝子の
座位を明らかにする、（2）cDNA-AFLP 法およ
びマイクロアレイ法を用いて、根系の発達時
に特異的に発現している遺伝子を明らかに
する、（3）遺伝子破壊系統を利用してこの性
質が喪失したものを選抜し対応する遺伝子
を同定する。これらの調査を通じて、実際に
根系の発達を制御している遺伝子を特定し
ていく計画である。 
 
３．研究の方法 
（1）乾燥に対応して根系の発達を制御する
遺伝子の QTL解析 
 イネ、テフおよびパールミレットについて
多様な品種を収集し、根系の発達を再現性良
く評価できるシステムを開発する。既に手法
としては開発済みであるが、各々の種に関し
て実験の最適化を図る。（一部調査済み。前
ページ文献 2、3、4）。これらの植物の各々の
品種を、湿潤条件および乾燥条件で栽培し根
系の発達を調査する。根系の発達が著しいも
の、乾燥条件への反応性の大きいものなどを
選び出す。また、乾燥条件などを検討して反
応がより明瞭となる条件を明らかとする。
（一部研究済み。前ページ文献 2、3、4） 
 根系の発達の良いもの、およびそれが弱い
品種を選抜し、これらを交配し雑種（F1）お
よび後代（F2、F3）を育成する（一部交配済
み）。もし、既成の RILs集団の中に本研究に
適した品種の組み合わせがあれば研究の効
率が高まるので、そのような集団も積極的に
調査し、選抜する。 
 RILs集団に対して、SSRマーカーおよび
AFLPマーカーを利用して、（a）湿潤（通常栽
培）条件での根の発達、（b）乾燥条件での根
の発達、（c）前二者の差分から乾燥に対する
根の発達の制御、（d）地上部／地下部のバイ
オマスの分配の制御、に関する形質を調査す
る。これらの解析を通じて、乾燥に反応して
根系を発達を制御する遺伝子の QTL座を明ら
かにする。 
 
（2）乾燥に対応して根系の発達を制御する
遺伝子の発現解析 
 上記（1）で試験栽培した結果をもとにイ
ネ、テフないしパールミレットの中から最も
反応性の良いものを選抜する。その植物を、
乾燥に反応した根系の発達を再現性良く評
価できる。改良された実験系を用いて、湿潤
条件および乾燥条件で栽培する。各々の根か
ら、mRNAを抽出し、それから cDNAを合成し、
マイクロアレイ法および cDNA-RFLP法を用い
て、各々の条件で発現量の変動の大きいクロ
ーンを特定する。すなわち乾燥に反応した根
の伸長と関連の強い遺伝子を特定する。 
 cDNA-RFLP法およびマイクロアレイを用い
て乾燥条件下で根の伸長と関連して差次的
に発現している遺伝子を網羅的に調査し、ク
ローンを取得する。得られたクローンの配列
を調査し、その機能を予測する。 
 
 
（3）乾燥に対応して根系の発達を制御する
遺伝子の破壊系統の選抜 
 農水省の作出した各種の遺伝子がレトロ
トランスポゾンの挿入によって破壊された
イネの系統群を取得する（約 10000系統を取
得済み）。それらを、イネの乾燥条件での根
系を再現性良く評価できる実験系を用いて
栽培し、乾燥に反応した根の発達に変化のみ
られたものを探し出す。 根系の発達に変化
がみられた突然変異系統が得られたならば、
その再現性を調査し、また遺伝子座を調査す
る。さらにトランスポゾンの内部配列を利用
して TAIL-PCRを行い、変異遺伝子を特定す
る。 
 
（4）乾燥に対応して根系の発達を制御する
遺伝子の同定 
上記の解析から得られた遺伝子発現に変動
がみられた遺伝子群の中から、遺伝子発現の
制御系の遺伝子に特に注目して解析を行う。
イネの場合であれば、配列から遺伝子座を特
定する。また（3）の研究から変異遺伝子の
遺伝子座を特定する。一方で、（1）の QTLs
解析によって根系の発達に関係する遺伝子
座を特定する。これらの研究を通じて乾燥に
対応して根系の発達を制御する遺伝子の候
補遺伝子を選定する。これらの各々の研究の
結果が一致すれば、乾燥に対応して根系の発
達を制御する遺伝子の同定が完了する。 
 
 
４．研究成果 
 本プロジェクトの期間中に計画していた
試験研究の全てを実施完了するに至らなか
ったが、(2)におけるマイクロアレイを利用
した試験研究においては実験が進展し有用
な情報を得ることが出来た。 
 
(1)、イネを利用して乾燥ストレスによる根
系の縦方向の伸長促進を詳細に把握できる
「ルートボックス法」を開発した。これまで
の土壌を用いた栽培方法は、根を無傷でサン
プリングすることや土壌の含水率の不安定
さから再現性のある結果が得られず、遺伝子
発現解析や生理学的解析には向いていなか
った。しかし、ルートボックス法では水分を
コントロールしやすく、土壌を用いた栽培で
も根の成長に再現性がみられ、また、無傷で
迅速なサンプリングが可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ルートボックス。 
カラーA4ファイルケース（310×235×22 mm）
の上部 10 mmを切断し、扁平形の培養容器と
した。培養土を充填し、上部に発芽促進した
イネを播種し発芽・発根、生育させた。潅水
量を制御することで乾燥ストレス状態を作
り出した。培養後、ケースを解体し、根を傷
付けること無く採取した。 
 
 
 
 
 
図 2.培養 7日目
のサンプル。 
左：湛水区、右：
乾燥処理区。
根・茎葉の長さ
の違いが顕著に
なっている。３
日目では差はこ
れほど大きくな
いが、有意な差
異が認められた。 
 
 
 
 
(2)差次的な遺伝子の発現の調査。 
３日目の植物から根を切り取ってサンプル
とした。mRNAを抽出し、マイクロアレイを用
いて乾燥ストレスによる主根伸長現象に関
わる遺伝子の発現解析を行った。根の伸長に
は細胞伸長や細胞分裂の促進が大きく関与
していることから、細胞伸長や細胞分裂に関
る遺伝子や乾燥ストレス応答性遺伝子の発
現が予測できる。マイクロアレイを行った結
果 、 細 胞 伸 長 に 関 わ る xyloglucan  
endotransglycosylase(XTH) や
expansin(EXP)、細胞分裂に関与するポリア
ミ ン 生 合 成 酵 素 で あ る arginine 
decarboxylase(ADC)の発現の上昇がみられ
た。この他にも細胞伸長や細胞分裂の制御に
関与するオーキシン、サイトカイニン、エチ
レンに関る遺伝子に発現変動がみられた。こ
のように、マイクロアレイによるスクリーニ
ングを行った遺伝子が、細胞伸長および細胞
分裂を活性化することにより、主根伸長現象
がおこる可能性が示唆された。 
 
(3)マイクロアレイの結果を元にオーキシン
代謝に関する遺伝子に注目して RT-PCR によ
る遺伝子発現解析を行った。 
 その結果、IAA 生合成が行われる部位を含
む葉茎組織では、乾燥ストレスにより不活性
型のアミノ酸結合型 IAA合成酵素として知ら
れる GH3 遺伝子ファミリーの発現が上昇し、
根においてはアミノ酸結合型 IAAを加水分解
し活性型の遊離型 IAA を生成する IAA-amino 
acid hydrolase である ILR1 の発現が上昇し
た。これらのことから、植物は乾燥ストレス
を感知すると、葉茎組織において GH3による
不活性型のアミノ酸結合型 IAAの合成を促進
し、根系へと求基的な輸送を行う。そして、
多くのアミノ酸結合型 IAAが蓄積した根系で
は、ILR1の働きにより活性型の遊離型 IAAが
形成されることによる IAA量の増加が、乾燥
ストレスによる主根伸長現象に大きく関与
する可能性が示めされた。 
 これら以外にも、オーキシンによって発現
が抑えられる ARG10遺伝子、オーキシン応答
性転写因子の OsARF16、オーキシンに速い応
答を示す SAUR 遺伝子などのオーキシンに関
連する多くの遺伝子が発現を変化させてい
た。オーキシンは細胞分裂や細胞伸長といっ
た植物の成長に関連する植物ホルモンであ
る。この結果から乾燥によって引き起こされ
た主根の伸長促進は、オーキシンによって制
御されている可能性が示された。また、オー
キシンの他にも植物ホルモンに関係する遺
伝子が乾燥ストレスに応答していることが
分かってきた。 
 
乾燥応答/耐性遺伝子の RD22と DERB１Aが乾
燥ストレス処理区において発現上昇してい
たことを確認した。サイトカイニン酸化酵素
の CKXとエチレン合成酵素の ACOの遺伝子が
発現抑制し、ポリアミン合成酵素 ADCについ
ては発現上昇していることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.今回の研究で得られたオーキシンに関
する情報をまとめたもの。 
根の伸張部での IAA含量が高まっており、そ
れに関係する遺伝子群が活性化もしくは抑
制されている。 
 
 
(4)さらに植物ホルモン量を測定し、乾燥ス
トレス処理区の根端における IAA 量と、根
端・根の上部におけるアブシシン酸が増加し
たことを確認した。一方、乾燥ストレス処理
区のサイトカイニン量は減少していること
がわかった。また、根端組織を観察したとこ
ろ、乾燥ストレス区の根では伸長帯が長くな
っていた。乾燥ストレス処理区とコントロー
ル処理区の伸長し終えた細胞には大きさに
違いがみられないことから、乾燥ストレスに
よる主根伸長促進現象は、オーキシンによる
細胞分裂の促進により引き起こされた可能
性が高いことがわかった。 
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